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Fonsecaea multimorphosa é uma levedura negra da ordem Chaetothyriales 
encontrado no meio ambiente e em animais. F. multimorphosa CBS 980.96T, em 
contraste com outras linhagem ambientais do Brasil, foi isolado de um abcesso 
cerebral felino na Austrália. Infecções cerebrais causadas por fungos filamentosos, 
causadas por F. multimorphosa são raras em animais, por esta razão destaca-se a 
importância de ter seu genoma sequenciado e estudado. O sequenciamento do 
genoma de F. multimorphosa CBS 980.96T foi realizado na plataforma Illumina 
MiSeq gerando ~7 milhões de pares de base. O montador SPAdes foi utilizado para 
a montagem do genoma e o software FGAP utilizado para o fechamento dos gaps. 
O draft do genoma resultou em 163 contigs que compreendem ~34Mbp e 52% de 
conteúdo GC. A anotação do genoma foi realizada utilizando o identificador de ORF 
GeneMarK que identificou 11.772 genes e os softwares RAFTS3 e InterProScan 
foram utilizados para pesquisa de sequências de similaridade. A sequência do DNA 
mitocondrial foi montada resultando em uma molécula circular de 27KB. O genoma 
mitocondrial é muito semelhante ao DNA mitocondrial das leveduras negras 
Fonsecaea pedrosoi CBS 271.37 e Exophiala dermatitidis NIH:UT8656. 
 






Fonsecaea multimorphosa is a black yeast of the Chaetothyriales order found in the 
environment and animal hosts. F. multimorphosa CBS 980.96T, in contrast with other 
environmental strains from Brazil, was isolated from a cat brain abscess in Australia. 
Brain infections caused by filamentous fungi such the infection caused by F. 
multimorphosa are rare in animals. The unique characteristic of this strain justifies the 
sequencing of this genome. The genome sequencing of F. multimorphosa CBS 
980.96T was performed in the Illumina MiSeq platform generating ~7 million of 
paired-end reads. The SPAdes assembler was used for the genome assembly and 
the FGAP software as a gap closure tool. The draft assembly was obtained resulting 
in 163 contigs that comprise ~34Mbp and 52% GC content. The genome annotation 
was performed using the gene finder software GeneMarK which identified 11.772 
genes. RAFTS3 and InterProScan softwares were used for sequence similarity 
searches. The sequence of the mitochondrial DNA was also assembled producing a 
circular molecule of 27Kb. The mitochondrial genome is highly similar to the 
Fonsecaea pedrosoi CBS 271.37 and Exophiala dermatitidis NIH:UT8656. 
mtDNA.  
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Organismos eucarióticos, como os fungos, começaram a ter seus genomas 
sequenciados e estudados a partir de 1996, com o sequenciamento do genoma da 
levedura Saccharomyces cerevisae (Goffeau et al 1996). Após este primeiro 
sequenciamento, o número de estudos de genomas complexos vem crescendo a 
cada ano. 
Com a evolução das técnicas de sequenciamento e desenvolvimento de 
softwares de bioinformática, etapas como montagem e análise de genomas vem 
sendo facilitadas, o que torna o processo mais rápido e traz melhoria na qualidade e 
quantidade dos dados (Dalmolin 2012). 
Estudos genômicos trazem benefícios tanto para a área da saúde e pesquisa 
como para a agricultura, favorecendo a economia e proporcionando melhoria nas 
condições de saúde (Am 2015; Holte et al 2015; Carrer, Barbosa e Ramiro 2010). A 
partir do conhecimento sobre a presença de determinado gene em um organismo, é 
possível realizar estudos para o desenvolvimento de medicamentos, oferecendo 
melhor qualidade de vida. 
O sequenciamento e análise do genoma de diferentes espécies da família 
Herpotrichiellaceae, por exemplo, permitirá a compreensão dos mecanismos de 
infecção e patogenicidade em hospedeiros humanos e animais, como o caso da 
linhagem CBS 980.96T da espécie Fonsecaea multimorphosa. Esta espécie só 
havia sido encontrada no meio ambiente, no entanto, em 1985, um caso de feo-
hifomicose cerebral em gato causado por esta linhagem foi registrado após o óbito 
do animal em virtude da doença.  
Com esta motivação, este trabalho tem como objetivo montar e gerar a 
sequência genômica parcial do fungo Fonsecaea multimorphosa CBS 980.96T. O 
estudo de genes que conferem patogenicidade ao fungo  permitirá compreender os 





2.1. OBJETIVO ESPECÍFICOS 
O presente trabalho teve como objetivo a montagem e análise da sequência 
genômica do fungo Fonsecaea multimorphosa CBS 980.96T. 
2.2. OBJETIVO ESPECÍFICOS 
 
Os objetivos específicos consistem em: 
x Montar os contigs do genoma do fungo F. multimorphosa CBS 980.96T; 
x Ordenar os contigs obtidos; 
x Anotar o genoma montado; 












3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
3.1 GÊNERO Fonsecaea  
Os fungos pertencentes ao grupo das leveduras negras, da família 
Herpotrichiellaceae, possuem alta produção de melanina levando a maior 
pigmentação, são encontrados nos mais variados ambientes (Eisenman H, 
Casadevall A 2011; Sun et al 2012). São capazes de se adaptar a condições 
ambientais extremas, como elevada temperatura, alto nível de radiação e baixo pH 
(Chen et al 2014; Vicente et al 2013; Zhao et al 2010).  
Espécies do gênero Fonsecaea já foram isoladas de solo, madeira em 
decomposição, tronco de árvore, bem como de micoses subcutâneas, infecções 
cerebrais em humanos (Doymaz 2015) e em animais (Najafzadeh et al 2011).  
Algumas espécies do gênero foram classificadas como patogênicas (Tabela 
01), sendo capazes de causar desde infecções cutâneas, subcutâneas até 
sistêmicas, estando relacionado com uma diversidade de quadros clínicos com alto 
depósito de melanina na parede celular (Vicente et al 2013). O primeiro caso da 
doença no Brasil foi registrado no ano de  1911 na cidade de São Paulo – SP (Costa 
2006). Atualmente no Brasil, o estado do Maranhão é a região com maior registro de 
cromoblastomicose causada principalmente pelo agente Fonsecaea pedrosoi. 
(Vicente et al 2013).  
Dentre os fungos patogênicos da família Herpotrichiellaceae alguns causam 
infecção cerebral em seus hospedeiros, chamada de feo-hifomicose cerebral, além 
das micoses na pele, o que levou os pesquisadores a acreditarem em neurotropismo 
por parte de algumas dessas espécies (Doymaz 2015).  
O neurotropismo consiste na afinidade do microrganismo por células 
cerebrais. Uma vez que o fungo alcança o sistema nervoso ocorre produção de 
melanina em excesso levando a inflamação e necrose do tecido cerebral. Os sinais 
clínicos comumente encontrados em pacientes com feo-hifomicose cerebral são 
cefaleia severa, convulsão, paralisia de um ou mais músculos oculomotores, perda 
de peso, entre outros sintomas, levando a óbito o paciente com a doença (Shinwari; 





TABELA 01 –ESPÉCIES DO GÊNERO FONSECAEA E FONTE DE ISOLAMENTO. 
Espécie Fonte Linhagens 
F. multimorphosa 
























































F. erecta Meio ambiente CBS 125762
T 
CBS 125763 
F. brasiliensis Animal 
CBS 119710T 
CBS 119718 
Meio ambiente CBS 127012 
F. pugnacius Cérebro dH 24207 Cromoblastomicose/Pele CBS 139214T 






Relação das diferentes fontes de isolamento das espécies de Fonsecaea. 
CBS – Centraalbureau voor Schimmelcultures Fungal Biodiversity Centre. 
T – Linhagem tipo. 
FONTE: A autora (2016). 
 
3.2 Fonsecaea multimorphosa CBS 980.86T    
Fungos causadores de infecções que alteram a cor da parede celular do 
hospedeiro para marrom são ditos causadores de cromoblastomicose e em casos de 
infecção sistêmica, feo-hifomicose (Varghese et al 2015).  
Casos de feo-hifomicose cerebral são raros em animais e humanos 
(Najafzadeh et al 2011), no entanto relatos da doença tem aumentado, uma vez que 
diversas espécies foram isoladas de infecções cerebrais, como apresentado na 
tabela 1. Pacientes imunossuprimidos e com idade avançada são a maioria dos 
casos, porém a forma de contaminação ainda não está totalmente ilucidada (Suri et 
al 2014; Varghese et al 2015). 
A linhagem tipo CBS 980.96 de F. multimorphosa foi isolada de um gato que 
apresentava feo-hifomicose cerebral na cidade de Queensland, Austrália, cerca de 
25 anos atrás, por M. R. McGinnis. O felino de 18 meses de idade apresentava 
pupila dilatada com ausência de reflexo, fígado dilatado, ducto biliar inflamado e 
pulmões congestionados (Shinwari; Thomas; Orr 1985), levando a acreditar que a 
forma de contaminação tenha sido por via respiratória (Wilson 1982). A lesão estava 
localizada no lobo occipital esquerdo e media cerca de 2 centímetros por 2,5 
centímetros. Na Figura 01 abaixo pode-se ver a foto da necropsia realizada por 
Shinwari e colaboradores em 1985.  
FIGURA 01 – LOBO OCCIPTAL ESQUERDO DO CÉREBRO DO GATO INFECTADO POR F. 
multimorphosa CBS 980.96T.  
Lesão no lobo occipital esquerdo, sendo a região em preto a  região infectada.  




Inicialmente o patógeno foi identificado como Cladosporium bantianum, pois 
apresentava características microscópicas já conhecidas deste fungo. Anos após o 
isolamento, um novo estudo realizado por Najafzadeh e colaboradores (2011) 
mostrou, através de análise filogenética (Figura 02) a proximidade do fungo com o 
gênero Fonsecaea. Sendo assim, o gênero e a espécie do fungo encontrado na 
infecção cerebral do gato foram alterados para Fonsecaea multimorphosa CBS 
980.96T.  
 
3.3 SEQUENCIAMENTO GENÔMICO 
A técnica de sequenciamento de DNA tem como objetivo determinar a 
sequência de nucleotídeos de uma molécula de ácido ribonucleico. 
Com o passar dos anos e a evolução da tecnologia, o custo para a realização 
do sequenciamento foi reduzido e as técnicas passaram a ser mais rápidas. Isto 
resultou na obtenção de maior volume de dados, tornando necessário a criação de 
banco de dados para armazená-los (Carvalho; Silva 2010). 
As primeiras publicações sobre a metodologia empregada no sequenciamento 
foram descritas em 1977 por Frederick Sanger e Alan Coulson, favorecendo o 
desenvolvimento e aprimoramento da técnica (Liu et al 2012).  No ano de 1986, o 
primeiro sequenciador automático foi lançado, o ABI 370 da empresa Applied 
Biosystems (Springer 2006).  
Após 18 anos do lançamento do primeiro sequenciador automático, a 
empresa Roche lançou o sequenciador 454, começando assim a era dos 
sequenciadores de segunda geração, equipamentos com custo de sequenciamento 
mais baixo e melhor eficiência, tanto em relação ao tempo de processamento como 
na qualidade e quantidade de fragmentos (Varuzza 2013). Em 2006 a Illumina, 
apresentou o sequenciador Solexa e em 2007 é lançado pela Applied Biosystems o 
SOLiDTM (Carneiro 2011). 
A técnica do sequenciador Solexa/Illumina é baseada na clonagem do DNA, 
também conhecido como sequenciamento por síntese (Liu et al 2012), utilizando 
DNA polimerase e nucleotídeos com fluoróforos. O método é realizado através da 
PCR de fase sólida e o processo de clonagem ocorre diretamente in vitro, sobre uma 
lâmina de vidro (Carvalho; Silva 2010). O sequenciamento inicia-se na extremidade 
3’, uma vez que esta é a região livre da fita de DNA. As regiões 5’ e 3’ recebem 
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adaptadores fixos, que irão favorecer a hibridização do adaptador da região livre (3’) 
(Silveira 2012). As sequências resultantes deste processo são organizadas e 
montadas para obtenção do genoma do organismo em estudo.  
 
FIGURA 02 – ÁRVORE FILOGENÉTICA DE APRESENTAÇÃO DA NOVA ESPÉCIE DO FUNGO 
Fonsecaea multimorphosa CBS 980.96T. 
Árvore filogenética construída com base no conjunto de dados dos genes ITS, BT2 e TEF1 de mais 
de 60 leveduras negras. 
FONTE: Najafzadeh et al 2011. 
 
Novas tecnologias vem sendo desenvolvidas, aprimorando e acelerando o 
processo de sequenciamento. No ano de 2010, a 3ª geração de sequenciadores foi 
lançada. As tecnologias Ion Torrent PGM (Personal Genome Machine) e PacBio 
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(Pacific Bioscience) trouxeram melhor qualidade aos reads sequenciados e maior 
agilidade à técnica (Liu et al 2012; Van Dijk et al 2014). Enquanto que a 4ª geração 
de sequenciadores trouxe equipamentos portáteis, como o MinION da Oxford 
Nanopore, disponibilizado em 2015, mas mantendo a capacidade de resultar reads 
longos (Jain et al 2015). 
 
3.4 MONTAGEM DE GENOMA 
 
A genômica é a ciência que estuda genomas, tendo por objetivo organizar as 
sequências de DNA resultantes dos sequenciadores montando a sequência 
completa dos cromossomos presentes no organismo em estudo (Ribeiro 2012). A 
montagem consiste em organizar os contigs (pequenos fragmentos) (Baker 2012), 
através de sobreposição por semelhança entre os pares de base, com o propósito 
de formar scaffolds/supercontigs (regiões maiores) (Hotopp et al 2007).   
As sequências obtidas são submetidas aos softwares de montagem e estes 
fazem a sobreposição por meio de alinhamento, para que supercontigs sejam 
formados, tendo ao final da montagem maiores regiões de sequências unidas (Lu et 
al 2014). 
Duas diferentes abordagens de montagem podem ser usadas. A primeira usa 
o genoma de um organismo de referência e a segunda é a montagem de novo. A 
primeira consiste no alinhamento dos reads do novo genoma junto a um organismo 
com genoma já finalizado, assim a nova sequência é construída com base na ordem 
dos scaffolds do organismo modelo. O diferencial da montagem de novo está na 
ausência de referência (Figura 03), ou seja, o genoma é montado a partir dos reads 
resultantes do sequenciamento, evitando que erros presentes na referência se 
repitam no novo genoma (Boetzer et al 2010).  
Após a montagem, os contigs resultantes são ordenados baseados em um 
genoma já pronto e que apresente proximidade ao organismo em estudo. Ao final da 
ordenação, os contigs estarão organizados e passarão para o fechamento das 
lacunas, ou gaps como também são chamados, presentes entre os contigs, com o 
objetivo de ao final dessa etapa reduzir a quantidade de pequenos fragmentos e 
aumentar o número de scaffolds, regiões maiores (Lu et al 2014). 
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Algumas ferramentas como FGAP (Piro et al 2014), Sealer (Paulino et al 
2015), GMcloser (Kosugi, Hirakawa e Tabata 2015) e GapFiller (Nadalin, Vezzi e 
Policriti 2012), unem os contigs automaticamente.  
Durante o processo de montagem um passo importante é o alinhamento da 
sequência em estudo com um genoma conhecido, escolhido por meio da 
proximidade filogenética, buscando encontrar similaridade entre os organismos por 
meio de comparação de aminoácidos ou nucleotídeos. O alinhamento pode ser 
global ou local. No alinhamento global a sequência é totalmente alinhada, sendo 
indiferente quanto aos gaps formados. Já o alinhamento local sempre buscará as 
regiões com maior similaridade, reduzindo assim o número de gaps, uma vez que o 
tamanho das sequências alinhadas já não está em questão (Verli (org) 2014). 
Usando o alinhamento de sequência pode-se também montar o DNA 
mitocondrial (mtDNA), uma vez que este é sequenciado junto com o DNA 
cromossomal e normalmente não tem seu genoma identificado. A importância de 
definir a região mitocondrial está na diferenciação da estrutura da molécula, sendo 
esta circular, e também aos diversificados tamanhos de mtDNA já encontrados. A 
variedade no tamanho molecular destas organelas está ligada às variações nas 
regiões interagências do genoma (Sande 2012). 
Para finalizar a montagem de um genoma é realizada a anotação do 
organismo, que consiste na localização das proteínas, para assim integrar funções 
biológicas ao genoma. A anotação é realizada em ferramentas automáticas que 
localizam ORFs (Open Read Frames  – Fase de leitura entre o códon de início e o 
de fim) como GeneMark (Besemer 2001), e outros programas como RAFTS3 
(Guizelini D., Vialle R., 2014), BLAT (Kent 2002), InterProScan (Quevillon et al 2005) 
que fazem busca de similaridade através de alinhamento de sequências já anotadas 













FIGURA 03 – MONTAGEM DE NOVO DE GENOMA.  
 
Etapas da montagem de genoma utilizando a metodologia De novo. 1. Fragmentos de DNA após o 
sequenciamento; 2. Procura por regiões de sobreposição entre as sequências; 3. Montagem dos 
contigs com base nas sobreposições encontradas nos reads; 4. Organização dos contigs afim de 
obter scaffolds.  







FONTE: Adaptado de Baker 2012. 
1. Reads 
2. Busca por sobreposição dos reads 
3. Montagem das sobreposições em contigs 
4. Montagem dos contigs em scaffolds 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
4.1. SERVIDOR 
As análises realizadas durante o projeto foram feitas no servidor 
disponibilizado pelo Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da UFPR, 
acessado de computador pessoal via terminal. 
4.2. FERRAMENTAS UTILIZADAS 
As ferramentas utilizadas para a montagem do genoma da Fonsecaea multimorphosa CBS 980.96T 
estão listadas na Tabela 02. 
 
TABELA 02 – FERRAMENTAS UTILIZADAS PARA A MONTAGEM DO GENOMA DA Fonsecaea 
multimorphosa CBS 980.96T. 
Nome da ferramenta Versão Função 
Aragorn 1.2.36 Identificador de tRNA 
Artemis 10.2 Visualizador de sequência e anotação 
BLAST 2.2.31 Buscador de regiões similares entre sequências biológicas 
Blat 35 Alinhador de sequência biológica 
Bowtie2 2.1.0 Alinhador de sequência (reads) 
Celera 8.3rc1 Montador de novo de sequência de DNA 
DNA plotter 10.2 Gerador de imagem de DNA circular ou linear 
FASTQC 0.11.3 Análise de qualidade de reads de sequenciamento 
FGAP 1.8 Ferramenta de fechamento automático de gap 
GeneMark-ES 4.29 Identificação de Open Reading Frame 
InterProScan 2.0 Anotação de proteínas 
KEGG/KAAS - Análise das vias metabólicas 
MaSuRCA 2.3.2 Montador de sequência de DNA 
MIRA 4.0.2 Montador e mapeador de genoma 
Mummerplot 3.5 Ferramenta de alinhamento rápido 
Nucmer 3.1 Ferramenta de alinhamento múltiplo de sequência nucleotídica 
SPAdes 3.6.2 Montador de sequência de DNA 
Tablet 1.15.09.01 Visualizador de alta performance 




4.3. MONTAGEM E ORDENAÇÃO 
 
Diversos montadores como MIRA (Chevreux et al. 2016), Celera (Walenz 
2008), MaSuRCA (Zimin et al 2013) e SPAdes (Bankevich et al 2012) foram 
utilizados para a montagem.  
O resultado obtido com o montador SPAdes apresentou maior cobertura e 
uso de reads para realizar a montagem, bem como menor número de contigs em 
relação às demais montagens, sendo este resultado o escolhido para trabalho. 
Estes contigs foram ordenados com a função ‘alinhactgsref’, função 
desenvolvida e disponibilizada pelo Professor Doutor Roberto T. Raittz, no software 
MATLAB – Matrix Laboratory (The MarthWorks® 2016), usando como referência o 
genoma do fungo Fonsecaea multimorphosa CBS 102226, amostra isolada de 
madeira em decomposição (National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
2015a). 
4.4. MAPEAMENTO 
Com a finalidade de checar a qualidade da montagem em relação aos reads 
brutos resultantes do sequenciamento, o mapeamento foi realizado com o software 
Bowtie2 (Langmead; Salzberg 2012) e visualizado com a ferramenta TABLET (Milne 
et al 2012).  
4.5. FECHAMENTO DE GAP 
A fim de reduzir o número de contigs e aumentar o número de scaffolds do 
genoma, utilizou-se a ferramenta FGAP (An automated gap closing toll), 
desenvolvida pelo Laboratório de Bioinformática da UFPR, para fechar as lacunas 
entre um contig e outro (Piro et al 2014).   
O software consiste na diminuição de lacunas entre os contigs de forma 
rápida utilizando como dataset outras montagens disponibilizadas pelo usuário. Após 
realizar o alinhamento dos contigs do genoma com as sequências disponibilizadas 
pelo usuário usando o BLAST (Altschul et al 1990), o algoritmo seleciona a 





A fase de anotação foi realizada em três etapas.  
A primeira realizada com o programa GeneMark-ES versão 4.29 (Besemer 
2001), com o objetivo de identificar as ORFs (Open Read Frames – Fase de leitura 
entre o códon de inicio e o de fim) e as CDS (Coding Sequence  - Sequência 
Codificadora de Proteínas) e visualizado no software Artemis (Rutherford et al 
2000). 
A etapa seguinte consistiu em anotar o genoma em estudo versus o banco de 
dados de proteínas já anotadas de leveduras negras em estudo no CBS (Fungal 
Biodiversity Centre – Centro de Biodiversidade Fúngica), usando as ferramentas 
RAFTS3 (Rapid Aligment Free Tool for Sequences Similarity Search) e BLAT 
(BLAST-Like Alignment Tool) (Kent 2002). 
Para o reconhecimento de proteínas e obtenção dos termos de ontologia de 
gene (GO - Gene Ontology) (Ashburner et al 2000) em cada contig do genoma, foi 
utilizada  a ferramenta InterProScan5  versão 2.0 (Quevillon et al 2005). 
O software Aragorn versão 1.2.36 (Laslett 2004) foi utilizado para a localização 
das regiões de RNA transportador (tRNA).   
4.7. FLUXOGRAMA DO TRABALHO 
Abaixo na Figura 04 encontram-se todas as etapas realizadas na montagem 

































































































































































































































































































































































































































































































































































4.8. MONTAGEM DO GENOMA MITOCONDRIAL 
A montagem foi realizada através da seleção dos reads pertencentes ao DNA 
mitocondrial do conjunto total de reads. A separação foi realizada através do 
alinhamento dos reads utilizando o software Bowtie2 (Langmead; Salzberg 2012) e 
ao DNA mitocondrial do fungo Fonsecaea pedrosoi CBS 271.37 (National Center for 
Biotechnology Information (NCBI), 2015b). A opção ‘--al-conc’ foi usada para que 
fossem criados dois arquivos com apenas os reads alinhados. Estes arquivos 
resultantes do alinhamento foram usados para realizar a montagem no montador 
SPAdes  versão 3.6.2 (Bankevich et al 2012), para a obtenção dos contigs.  
Após a montagem, os contigs foram ordenados com a função ‘alinhactgsref’ 
do MATLAB (The MarthWorks® 2016), utilizando o DNA mitocondrial da Fonsecaea 
pedrosoi CBS 271.37 como referência. O genoma ordenado foi submetido ao 
fechamento de gap utilizando a ferramenta FGAP (Piro et al 2014).  
Com o resultado do fechamento de lacunas (gaps), o genoma foi anotado 
usando o NCBI. A circularização foi realizada no programa DNAplotter. 
Para a análise filogenética mitocondrial foram usados fungos do mesmo gênero, 
sendo eles: F. erecta CBS 125763, F. monophora CBS 269.37, F. nubica CBS 
269.64 e F. pedrosoi CBS 271.37. Com exceção do genoma mitocondrial do fungo 
F. pedrosoi, os demais foram montados no Laboratório de Bioinformática da UFPR.  
 
4.9. FLUXOGRAMA DA MONTAGEM DO GENOMA MITOCONDRIAL 
Abaixo na Figura 05 encontram-se todas as etapas realizadas para a 


















































































































































































































































































































































































































































































































5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 DADOS BRUTOS 
A amostra do fungo em estudo foi obtida através de isolamento do abscesso 
cerebral de uma gata castrada de 18 meses na Austrália por M. R. McGinnis.   
A extração do DNA foi realizada no Laboratório de Microbiologia, no 
Departamento de Patologia da Universidade Federal do Paraná, seguindo o 
protocolo de Vicente e colaboradores (2008). 
A purificação também foi feita no Laboratório de Microbiologia, utilizando as 
instruções recomendadas pelo fabricante do kit Microbial DNA UltraClean®. 
O sequenciamento da amostra foi realizado pela equipe técnica do 
Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade Federal do 
Paraná e foram cedidos para este trabalho em arquivos com formato fastq.  
 Ambas as corridas foram realizados dois sequenciamentos no sequenciador 
Illumina – MiSeq, com biblioteca paired-end. 
A Tabela 03 apresenta os dados de sequenciamento do genoma Fonsecaea 
multimorphosa CBS 980.96T. 
 
TABELA 03 – RESULTADO DOS SEQUENCIAMENTOS REALIZADOS NO SEQUENCIADOR 
ILLUMINA – MISEQ. 






FONTE: A autora (2016). 
 
 
5.2 MONTAGEM DO GENOMA TOTAL 





TABELA 04 – RESULTADO OBTIDOS COM OS MONTADORES USADOS. 
 
Montador Contigs >1000pb Número de contigs gerados Nº de pares de base (pb) 
MIRA1 6.837 8806 34.374.761pb 
MaSuRCA2 436 462 33.532.214pb 
Celera3 692 692 33.156.941pb 
SPAdes4 288 288 33.393.629pb 
MIRA1 – montador, mapeador de genoma e RNASeq (Chevreux et al. 2016); MaSuRCA2 – montador 
de genoma que combina técnica de Gráfico de Brujin e Sobreposição (Zimin et at 2013); Celera3 – 
montador de novo de genoma (Walenz 2008); SPAdes4 – montador de genoma, suporta sequências 
derivadas dos sequenciadores Illumina, IonTorrent, PacBio, Oxford Nanopore e Sanger (Bankevich et 
al 2012). 
FONTE: A autora (2016). 
 
O melhor resultado obtido em relação ao tamanho da montagem e qualidade 
foi com o montador SPAdes (Bankevich et al 2012). As demais montagens foram 
utilizadas na etapa de fechamento de gaps entre os contigs, como banco de dados.  
 
5.3 FECHAMENTO DE GAP 
Após o fechamento dos gaps do genoma, o número de contigs passou de 288 
para 163, com 33.393.629 pb. Como dataset para o fechamento das gaps foram 
usadas as montagens obtidas pelos demais montadores.  
Após o fechamento dos gaps, o mapeamento foi realizado afim de saber a 
porcentagem de reads presentes no genoma em relação aos reads gerados pelo 
sequenciamento. Resultando no uso de 98% dos reads brutos para montagem do 
genoma.  
 
5.4 DOTPLOT  
O alinhamento do genoma do fungo em estudo foi realizado com a ferramenta 
Mummerplot, com o objetivo de comparar a montagem do genoma F. multimorphosa 
CBS 980.96T e resultou na Figura 06. O alinhamento foi feito utilizando o genoma de 
F. multimorphosa CBS 102226 (acesso PRJNA233317) como referência, fungo 
isolado do meio ambiente, único da espécie com genoma montado e depositado no 
banco de dados do NCBI. 
O resultado obtido com o alinhamento das montagens mostra a alta 




FIGURA 06 – GENOMA DE F. multimorphosa CBS 980.96T ALINHADO COM O GENOMA DO 
FUNGO F. multimorphosa CBS 102226. 
 
Em vermelho estão representadas as regiões de similaridade entre os dois genomas. No eixo Y estão 
os contigs do fungo F. multimorphosa CBS 980.96T e no eixo X os 67 scaffolds do organismo F. 
multimorphosa CBS 102226. 
FONTE: A autora (2016).  
 
5.5 ANOTAÇÃO  
A anotação realizada com a ferramenta RAFTS3, utilizando o banco de dados 
de proteínas já anotadas de leveduras negras em estudo no CBS, resultou em 
11.772 genes codificadores de proteínas, sendo que 11.341 não possuem função 
conhecida, chamadas de proteínas hipotéticas, e 431 proteínas têm função predita.  
O gênero Fonsecaea possui espécies tanto patogênicas como não 
patogênicas. A diferenciação entre elas está na presença ou não de genes que 
conferem patogenicidade ao fungo (APÊNDICE 1). Uma vez que a linhagem 
sequenciada neste trabalho é capaz de produzir doença, nesta etapa genes já 
conhecidos relacionados a patogenicidade foram identificados e analisados. 
As proteínas de choque térmico – HSP (Heat shock proteins) -  são 
responsáveis por conferem termotolerância aos organismos patogênicos, além de 
proteger contra apoptose e outras situações de estresse (Gibney et al 2013; 
Verghese et al 2012). As proteínas desta família são classificadas conforme o peso 
molecular, onde a numeração corresponde ao peso em kDa (Li e Srivastava 2004). 
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Estão presentes no genoma de F. multimorphosa CBS 980.96T as proteínas HSP72, 
HSP90 e HSP98, localizadas nos contigs 62, 64 e 35, respectivamente. 
As leveduras negras têm como característica a coloração escura devido ao 
alto nível de melanina produzida pelo fungo. A elevada produção de melanina pelo 
patógeno se dá como mecanismo de defesa, uma vez que esta possibilita proteção 
contra a dissecação, radiação solar, fagocitose, ação antifúngica, entre outros 
fatores de degradação (Pihet et al. 2009). Genes para enzimas da via de síntese da 
melanina dihidroxinaftaleno (DHN melanina) foram localizadas no genoma de F. 
multimorphosa CBS 980.96T como a esquitalona desidratase, 1,3,8-triidroxinaftaleno 
redutase e homogentisato-1,2-dioxigenase, nos contigs 132, 108 e 76, 
respectivamente (Eisenman; Casadevall 2011; Sun et al 2012). A DHN melanina tem 
como característica o alto peso molecular e hidrofobicidade (Sun et al 2012). 
Em 2015, Azevedo e colaboradores estudando genes de algumas linhagens 
de leveduras negras não encontraram o controlador de divisão celular 42 (CDC42) 
em F. multimorphosa CBS 980.96T. Após anotação realizada neste trabalho, 
destacou-se a presença do mesmo, no contig 66 entre os pares de base 507.596 – 
508.568. Este gene codifica uma proteína de 235 aminoácidos que esta associada a  
diferenciação morfológica nas leveduras negras, ou seja, CDC42 tem como função a 
formação de corpos muriformes, tipo celular comumente encontrado em hospedeiros 
com infecção ocasionada por estas leveduras (Xie et al 2011).  
Além dos 11.772 genes anotados, também foram localizados os genes de 
RNA transportadores, totalizando 33 genes de tRNAs anotados. O resultado com a 
localização de cada um encontra-se na Tabela 05. 
As regiões de RNA ribosomal 18S, 5.8S, e 28S e as regiões ITS2 e ITS1, 
foram parcialmente identificadas utilizando as sequências já depositadas no NCBI. 
Estas sequências foram encontradas no contig 84, sendo duas regiões parciais do 







































Contig 2 Cys GCA 
Contig 8 Glu CTC 
Contig 24 Arg GCG 
Contig 35 Glu TTC 
Contig 68 Gly Ala 
CCC 
TGC 


















Contig 78 Gln CTG 
Contig 83 Gly Gln 
GCC 
TTG 
Contig 132 Tyr GTA 
Contig 151 Arg ACG 
Contig 156 Lys CTT 
 
Relação dos RNAs transportadores encontrados nos contigs do genoma e seus respectivos 
aminoácidos. Arg – Arginina; Met – Metionina; Asn – Asparagina; His – Histidina; Val – Valina; Glu – 
Glutamato; Ser – Serina; Ile – Isoleucina; Gly – Glicina; Pro – Prolina; Tyr – Tirosina; Lys – Lisina; Cys  
- Cisteína; Gln – Glutamina; Leu – Leucina; Phe – Fenilalanina; Ala – Alanina. 
FONTE: A autora (2016). 
 
5.6 COMPARAÇÃO FILOGENÉTICA 
A Figura 07 apresenta o dendrograma dos fungos F. pedrosoi, F. monophora, 
F. nubica e F. multimorphosa baseado no gene CDC42 (Controle de Divisão Celular 
42), com a finalidade de comparar com a análise realizada por Sun e colaboradores 
em 2012. 
A estrutura da árvore manteve-se a mesma da descrita por Sun e 
colaboradores em 2012, com a distribuição das linhagens em três ramos principais 
que diferenciam as espécies patogênica F. pedrosoi, F. monophora e F. nubica. F. 
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multimorphosa CBS 980.96T, isolada de lesão de felino e sequenciada neste 
trabalho, aparece em um novo ramo, formando um grupo com uma única linhagem 
(Figura 07). Interessantemente, a linhagem ambiental de F. multimorphosa CBS 
102226 foi posicionada fora do grupo de linhagens patogênicas. Este resultado 
contrasta com o dendrograma (Figura 08) construído com as sequências ITS, que 
agrupa as duas linhagens de F. multimorphosa. Juntos, os resultados sugerem que 
a linhagem CBS 980.96T pode ter adquirido gene CDC42 de maior virulência. 
 
FIGURA 07 – RELAÇÃO FILOGENÉTICA DO GENE CDC42 ENTRE ALGUMAS ESPÉCIES DE 
FONSECAEA. 
 
Dendrograma construído no software MEGA6.0, método Máximo verossimilhança de distância 
evolucionária e bootstrap de 500 baseado na região do gene CDC42 (Cell Division Control 42) ligado 
a patogenicidade dos fungos das espécies Fonsecaea monophora, Fonsecaea multimorphosa, 
Fonsecaea nubica e Fonsecaea pedrosoi. Em destaque a Fonsecaea multimorphosa CBS 980.96T. 




FIGURA 08 – RELAÇÃO FILOGENÉTICA DO GENE ITS ENTRE ALGUMAS ESPÉCIES DE 
FONSECAEA. 
Dendrograma construída no software MEGA6.0, método Máximo verossimilhança de distância 
evolucionária e bootstrap de 500 baseado, na região do gene ITS (Internal Transcribed Spacer) dos 
fungos das espécies Fonsecaea monophora, Fonsecaea multimorphosa, Fonsecaea nubica e 
Fonsecaea pedrosoi. Em destaque a Fonsecaea multimorphosa CBS 980.96T. 
FONTE: A autora (2016). 
 
5.7 GENOMA FINAL 
O resultado da montagem do genoma está dentro do esperado quando 
comparado aos demais fungos da espécie, tanto em relação ao seu tamanho como 
em quantidade de proteínas anotadas. A Tabela 06 apresenta um resumo da 
montagem final do genoma. 
 
 Fonsecaea pedrosoi CBS 271.37
 Fonsecaea pedrosoi CBS 102247
 Fonsecaea pedrosoi CBS 272.37
 Fonsecaea pedrosoi CBS 201.31
 Fonsecaea pedrosoi CBS 274.66
 Fonsecaea pedrosoi CBS 670.66
 Fonsecaea pedrosoi CBS 122741
 Fonsecaea pedrosoi CBS 671.66
 Fonsecaea pedrosoi CBS 342.34
 Fonsecaea pedrosoi CBS 285.47
 Fonsecaea pedrosoi CBS 212.77
 Fonsecaea pedrosoi CBS 253.49
 Fonsecaea pedrosoi CBS 273.66
 Fonsecaea pedrosoi CBS 122740
 Fonsecaea monophora CBS 117236
 Fonsecaea monophora CBS 269.37
 Fonsecaea monophora CBS 102243
 Fonsecaea monophora CBS 102248
 Fonsecaea monophora CBS 102246
 Fonsecaea monophora CBS 102238
 Fonsecaea monophora CBS 397.48
 Fonsecaea nubica CBS 121733
 Fonsecaea nubica CBS 277.29
 Fonsecaea nubica CBS 121720
 Fonsecaea nubica CBS 269.64
 Fonsecaea nubica CBS 444.62
 Fonsecaea multimorphosa CBS 980.96












TABELA 06 – RESUMO FINAL DA MONTAGEM DO GENOMA DO FUNGO F. multimorphosa CBS 
980.96T.  
Genoma Fonsecaea multimorphosa CBS 980.96T 
Contigs 163 
Tamanho do 
genoma (Mbp) 33.4 




Total de genes 11.772 
    FONTE: A autora (2016). 
 
5.8 GENOMA MITOCONDRIAL 
 
Após a montagem e ordenação dos contigs, o fechamento das lacunas foi 
realizado no FGAP, passando de 10 contigs, resultantes da montagem no SPAdes, 
para 7 contigs. Na Tabela 07 são apresentadas as informações sobre o genoma 
mitocondrial após o fechamento dos gaps. 
 
TABELA 07 – RESULTADOS OBTIDOS NA MONTAGEM DO DNA MITOCONDRIAL DO FUNGO 






Pares de base (pb) 26.440  
GC% 27,7% 
tRNA 25 
Total de genes 19 
    FONTE: A autora (2016). 
 
O mtDNA montado tem o tamanho esperado em relação ao de outros fungos 
já montados. O genoma mitocondrial de leveduras negras como F. erecta CBS 
125763, F. monophora CBS 269.37, F. nubica CBS 269.64, F. pedrosoi CBS 271.37, 
Exophialla dermatitidis NIH:UT8656 possui tamanho médio de 25.000 pb.  
A estrutura linear do genoma de eucariotos não corresponde ao das 
mitocôndrias, pois estas possuem estrutura circular e por esta razão são 




FIGURA  09 – GENOMA MITOCONDRIAL CIRCULARIZADO. 
DNA mitocondrial da levedura F. multimorphosa CBS 980.96T circularizado no software DNAplotter 
após anotação no NCBI. De fora para dentro: o primeiro círculo representa as posições dos genes, 
onde cinza é a sequência de pares de base, a cor rosa representa os genes em suas posições e em 
verde os tRNA; o círculo interno apresenta o conteúdo G+C presente no organismo. 




O alinhamento do genoma mitocondrial do fungo em estudo com o organismo 
F. pedrosoi CBS 271.37 foi realizado com a ferramenta Mummerplot e resultou a 
Figura 10.  




FIGURA 10 – GENOMA MITOCONDRIAL DE F. multimorphosa CBS 980.96T ALINHADO COM O 
GENOMA DO FUNGO F. pedrosoi CBS 271.37. 
As linhas na diagonal representam as regiões de similaridade entre os dois genomas mitocondriais. 
No eixo Y estão os contigs do fungo F. multimorphosa CBS 980.96T e no eixo X o genoma 
mitocondrial do fungo F. pedrosoi CBS 271.37.  




A anotação dos genes codificadores de proteínas do genoma mitocondrial 
indicou que apenas 26% dessas são hipotéticas, sem função conhecida. Já os 74% 
restantes codificam proteínas relacionadas à produção de energia e à respiração 
celular. Na Tabela 08 encontra-se o resultado da anotação. 
 
TABELA 08 – RELAÇÃO DA QUANTIDADE DE PROTEÍNAS ANOTADAS NO GENOMA 
MITOCONDRIAL DO FUNGO F. multimorphosa CBS 980.96T. 
Proteínas Quantidade 
ATP sintase 3 
Citocromo b  1 
Citocromo c oxidase 3 
NADH  desidrogenase 6 
Proteína hipotética 5 
rRNA 1 
Total 19 
Proteínas anotadas no NCBI (National Center for Biotechnology Information). 




Foram identificados 25 tRNA utilizando a ferramenta Aragorn, na Tabela 09 
encontra-se a relação dos aminoácidos identificados e a respectiva quantidade de 
cada um.  
 
TABELA 09 – RELAÇÃO AMINOÁCIDOS DOS tRNAS DO GENOMA MITOCONDRIAL DO FUNGO 























































Relação dos RNAs transportadores encontrados nos contigs do genoma mitocondrial e seus 
respectivos aminoácidos e anti-códon. Ala – Alanina; Arg – Arginina; Asn – Asparagina; Asp – Ácido 
aspártico; Cys  - Cisteína; Gln – Glutamina; Glu – Glutamato; Gly – Glicina; His – Histidina; Ile – 
Isoleucina; Leu – Leucina; Lys – Lisina; Met – Metionina; Phe – Fenilalanina; Pro – Prolina; Ser – 
Serina; Thr – Treonina; Trp – Triptofano; Tyr – Tirosina; Val – Valina. 







x A sequência parcial do genoma de F. multimorphosa linhagem tipo CBS 
980.96 foi obtida. 
x A sequência está contida em 163 contigs e o genoma total tem 33.4Mbp. 
x 11.772 genes codificadores de proteínas foram identificados no genoma de F. 
multimorphosa CBS 980.96T. Foram identificados também 32 genes de tRNA, 
2 regiões parciais do gene 28S rRNA e uma região com sequência parcial dos 
genes 18S rRNA, ITS1 , 5.8S rRNA e ITS2. 
x O DNA genoma mitocondrial foi completamente montado resultando em um 
tamanho total de 26 kbp. O genoma mitocondrial codifica 19 genes 
codificadores de proteínas, 23 de tRNA e um 5S rRNA. 
x Árvore filogenética utilizando os gene CDC42 e ITS permitiram esclarecer 
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